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บทคัดย่อ
 น้ำาผึ้งเป็นอาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูงและถูกใช้ในการอุปโภคบริโภคเป็นเวลายาวนานกว่า 
7,000 ปีก่อนคริสต์ศักราช ในน้ำาผึ้งจะประกอบด้วยน้ำาประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ และสารอาหารประเภทต่างๆ 
เช่น น้ำาตาลชนิดต่างๆ ประมาณ 79 เปอร์เซ็นต์ กรดชนิดต่างๆ ประมาณ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เอนไซม์ และแร่ธาตุ 
(แคลเซียม, แมกนีเซียม, โปตัสเซียม, ฟอสฟอรัส) ประมาณ 0.5 เปอร์เซ็นต์ องค์ประกอบหลักของน้ำาผึ้ง 
คือ น้ำาตาล แต่อย่างไรก็ตามน้ำาผ้ึงจะมีสีเข้มมากขึ้นเมื่อเก็บไว้ระยะหนึ่ง ทั้งนี้อาจเนื่องจากเกิดปฏิกิริยา 
เมลลาร์ดขึ้นได้ ปฏิกิริยาเมลลาร์ดเป็นปฏิกิริยาระหว่างหมู่อะมิโนของกรดอะมิโนกับหมู่คาร์บอนิลของน้ำาตาล 
ปฏกิิรยิานีใ้หส้ารผลติภณัฑม์ากมายหลายชนดิ แตส่ารผลติภณัฑห์นึง่ทีน่า่สนใจ คอื สาร 5-hydroxymethyl-
2-furaldehyde (HMF) เนื่องจากสาร HMF เป็นสารพิษชนิดหนึ่ง ซึ่ง HMF จะทำาให้น้ำาผึ้งมีสีดำาคล้ำา 
ปริมาณของ HMF ถูกใช้ในการกำาหนดคุณภาพของน้ำาผึ้งในต่างประเทศ งานวิจัยนี้ได้ศึกษาหาปริมาณ HMF 
ในน้ำาผึง้ดว้ยเทคนคิโครมาโทกราฟแีบบของเหลวสมรรถนะสงู โดยศกึษาวธิกีารวเิคราะห ์3 สภาวะ ซึง่แปรผนั
ชนิดและปริมาณสารละลายวัฏภาคเคลื่อนที่ ได้แก่ น้ำา: อะซิโตไนทริลในอัตราส่วนร้อยละ 90:10 โดยปริมาตร 
สภาวะที ่2 ใชส้ารละลายน้ำา: อะซโิตไนทรลิในอตัราสว่นร้อยละ 97:3 โดยปริมาตร และสภาวะที ่3 ใชส้ารละลาย
น้ำา: เมทานอลในอัตราส่วนร้อยละ 90:10 โดยปริมาตร เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษาปัจจัย
การให้ความร้อนกับน้ำาผึ้งที่อุณหภูมิ 40°C, 60°C, 80°C และ 100°C ระยะเวลาในการให้ความร้อนแก่น้ำาผึ้ง 
ที่เวลา 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 นาที และระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ำาผึ้ง 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 
และ 24 เดือน ผลการทดลองพบว่า สภาวะที่ 2 ใช้สารละลายน้ำา: อะซีโตไนทริลในอัตราส่วนร้อยละ 97:3 
โดยปริมาตรเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ เป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการแยก HMF อย่างสมบูรณ์ ผลการศึกษา
ปัจจัยอุณหภูมิท่ีให้ความร้อนพบว่าปริมาณสาร HMF จะเพ่ิมตามระดับอุณหภูมิท่ีให้ความร้อนแก่น้ำาผ้ึง ผลการ
แปรผันเวลาที่ให้ความร้อน พบว่าปริมาณสาร HMF เพ่ิมตามระยะเวลาที่ให้ความร้อนแก่น้ำาผึ้งอย่างชัดเจน 
และผลของปจัจยัระยะเวลาในการเกบ็รกัษาน้ำาผึง้ทีม่ตีอ่ปรมิาณสารประกอบ HMF พบวา่ปรมิาณสารประกอบ 
HMF แปรผนัตามระยะเวลาในการเกบ็รกัษาโดยเมือ่เกบ็น้ำาผึง้นาน 24 เดอืน จะมปีริมาณ HMF สงูถึงประมาณ 
50 ppm
คำาสำาคัญ: 5-ไฮดรอกซีเมทิล -2- เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์, ปฏิกิริยาเมลลาร์ด, น้ำาผึ้ง, HMF
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Abstract
 Honey is the high nutritive food for human more than 7000 years ago BC. It contains 
20% water, 79% sugar, 0.5% amino acid and 0.5% enzyme and minerals (such as calcium, 
magnesium, potassium, phosphorus). Sugar is the main composition in honey. However, the 
honey has a darken color after storage for a range of time, since the occurrence of Maillard 
reaction. Maillard reaction is the reaction between amino group of amino acid and carbonyl 
group of sugar. This reaction produces many products, the one interested product is 5-hydroxy-
methyl-2-furaldehyde (HMF). HMF is a toxic substance and make the darken color in honey. 
The HMF content is used to be the index to control the quality of honey in aboard. In this work, 
the HMF content was analysed in honey by high performance liquid chromatography by using 
3 conditions variation on type and mobile phase content. In condition 1, water : acetonitrile (90:10) 
was used as mobile phase. In condition 2, water : acetonitrile (97:3) was also used as mobile 
phase and condition 3, water : methanol (90:10) was a mobile phase for HMF analysis. The 
factors of heating temperature (40°C, 60°C, 80°C and 100°C), heating time (20, 40, 60, 80, 100 
and 120 min.) and storage time (1, 2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 12 and 24 months) on HMF content in honey 
were also studied. The result presented that the condition 2, water : acetonitrile (97:3) was the 
best condition for complete separation HMF. From the heating temperature study found that 
HMF content increased as increasing heating temperature and HMF content also increased as 
increasing heating time. HMF contents in honey also depend on storage time and after 24 months 
of storage showed 50 ppm of HMF.
Keywords: 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde, Maillard reaction, Honey, HMF
บทนำา
 น้ำาผึ้ง คือน้ำาหวานที่ผึ้งเก็บมาจากต่อม 
น้ำาหวานของดอกไม้ (nectar) โดยผ้ึงจะกลืนน้ำาหวาน
ลงสู่กระเพาะน้ำาหวาน ซึ่งจะมีเอนไซม์ช่วยย่อย 
น้ำาหวานแล้วนำามาเก็บไว้ในหลอดรวงผึ้ง จากน้ัน 
น้ำาผึ้งค่อยๆ บ่มตัวเองโดยการระเหยน้ำาออกไปจน
น้ำาผึ้งมีปริมาณน้ำาตามที่เข้มข้นข้ึนจนได้ระดับที่
เหมาะสมกับการเก็บรักษาผ้ึงงานก็จะปิดฝาหลอดรวง 
เราเรียกน้ำาผึ้งนี้ว่า “น้ำาผึ้งสุก” เป็นน้ำาผึ้งที่ได้
มาตรฐาน คือมีน้ำาอยู่ไม่เกิน 20-21 เปอร์เซ็นต์
 มนุษย์รู้จักนำาน้ำาผึ้งมาใช้ในการอุปโภค
บริโภคเป็นเวลายาวนานมาก มีการพบหลักฐาน
ยืนยันเป็นภาพวาดบนผนังถ้ำาในประเทศสเปนเป็น
ภาพวาดรูปคนกำาลังตีผึ้งเพื่อเอาน้ำาผึ้ง ภาพวาดนั้น
มีอายุยาวนานกว่า 7,000 ปีก่อนคริสต์ศักราช 
นอกจากเปน็อาหารทีม่คีณุคา่ทางโภชนาการสงูแลว้
น้ำาผึ้งยังมีคุณสมบัติพิเศษอีกมากมาย เช่น สามารถ
เกบ็ไวไ้ดน้านโดยไมเ่นา่เสยี เพราะมคีวามเขม้ขน้สงู 
มีคุณสมบัติในการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ ทำาให้ชุ่มคอ แก้ไอ 
ใช้รักษาแผลสดและแผลไฟไหม้
 น้ำาผ้ึงประกอบด้วยน้ำาประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ 
น้ำาตาลชนิดต่างๆ เช่น กลูโครส ฟลุคโตส และ 
เลวโูรส ประมาณ 79 เปอร์เซน็ต ์โดยมีปริมาณน้ำาตาล 
“ฟรักโทส” มากกว่าน้ำาตาล “กลูโคส” เล็กน้อย ทำาให้
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น้ำาผึง้ไม่ตกผลกึ และมรีสหวานกวา่น้ำาตาลชนดิอืน่ๆ 
กรดชนิดต่างๆ ประมาณ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ทำาให้ 
น้ำาผึ้งมีรสเปรี้ยวเล็กน้อยโดยกรดที่พบมาก คือกรด 
กลูโคนิก วิตามิน (ไรโบเฟลวิน, ไนอะซิน) เอนไซม์ 
และแร่ธาตุ (แคลเซียม, แมกนีเซียม, โปตัสเซียม, 
ฟอสฟอรัส) ประมาณ 0.5 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ำาผึ้งที่มี
สีเข้ม จะมีปริมาณแร่ธาตุสูงกว่าน้ำาผึ้งที่มีสีอ่อน ซึ่ง
จะเห็นได้ว่า องค์ประกอบหลักของน้ำาผึ้งคือ น้ำาตาล 
และเป็นน้ำาตาลโมเลกุลเดียวเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงสามารถ
ดดูซมึเขา้สูร่า่งกายและนำาไปใช้ประโยชนไ์ดง้า่ย โดย
น้ำาผึ้ง 100 กรัม จะให้พลังงาน 303 แคลอรี่ [1]
  อาหารทุกชนิดเมื่อผ่านการให้ความร้อนจะ
เกิดปฏิกิริยาต่างๆ หลายขั้นตอน มีการสูญเสียน้ำา 
การสลายตัวและการรวมตัวกัน เมื่อหมู่อะมิโนเกิด
การรวมตวักนักบัสารรดีวิซงิ จะเกดิเปน็สารประกอบ
เชิงซ้อนมีสีเหลืองจนถึงสีน้ำาตาลและน้ำาตาลแดง 
เรียกการเกิดปฏิกิริยานี้ว่า “ปฏิกิริยาเมลลาร์ด” [2] 
จากการทีอ่งค์ประกอบหลกัของน้ำาผึง้เปน็น้ำาตาลและ
มีกรดอะมิโนอยู่ด้วยจึงทำาให้น้ำาผึ้งสามารถเกิด
ปฏิกิริยาเมลลาร์ดได้ง่าย ซึ่งกระบวนการในการเกิด
ปฏิกิริยาเมลลาร์ดจะมีการเกิดสารประกอบที่เป็น
อนพุนัธข์องฟแูรน (Furan) หากเปน็น้ำาตาลเฮกโซส
จะได้อนุพันธ์ของฟูแรนเป็น 5-hydroxymethyl-
2-furaldehyde (HMF) จากเหตุผลดังกล่าวทำาให้
ปริมาณของ HMF เป็นปัจจัยสำาคัญอันหนึ่งที่ใช้ใน
การกำาหนดคุณภาพของน้ำาผึ้ง เนื่องจากสาร HMF 
เป็นสารก่อมะเร็งตัวหนึ่ง [3]
  สารไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟ์วิราลดไีฮดน์ีเ้ปน็
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการเกิดสีน้ำาตาล
แบบไม่ใช้เอนไซม์ (Nonenzymatic Browning 
Reaction) โดยสามารถเกิดได้จาก 2 กลไก คือ 
เกิดผ่านปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Maillard Reaction) 
หรือเกิดจากการเปล่ียนแปลงของน้ำาตาลที่ได้รับ
ความร้อน [4]
 สำาหรบัตามกำาหนดมาตรฐานในตา่งประเทศ
นิยมตรวจสอบหาสารประกอบไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอรฟ์วิราลดไีฮด ์เพือ่เปน็ดชันบีง่บอกคณุภาพของ
น้ำาผึ้ง [5] โดยในน้ำาผึ้งธรรมชาติที่เป็นน้ำาผึ้งใหม่ 
ไม่ควรมีสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
แต่ถ้ามีก็ไม่ควรเกิน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม [6] แต่ 
สารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์จะ
ตรวจพบได้มากในกรณีเก็บน้ำาผึ้งเป็นเวลานาน ซึ่ง
ในประเทศแถบทวีปยุโรป เช่น ประเทศเยอรมัน 
เบลเยียม อิตาลี ออสเตรีย สเปน จะมีกฎหมาย
ควบคุมโดยมีเกณฑ์กำาหนดว่าน้ำาผึ้งควรมีปริมาณ
สารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ได้
สูงสุดไม่เกิน 15มิลลิกรัม/กิโลกรัม [7]
วัตถุประสงค์ของการวิจัย
 1. เพื่อพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสาร 
HMF ในน้ำาผึง้ดว้ยเทคนคิโครมาโทรกราฟขีองเหลว
สมรรถนะสูง
 2. เพือ่ศกึษาปจัจยัแปรผนัทีม่ผีลตอ่การเกดิ
สาร HMF ในน้ำาผ้ึง โดยศึกษาปัจจัยแปรผัน ต่างๆ ดังน้ี
  2.1 อุณหภูมิในการให้ความร้อน
  2.2 เวลาในการให้ความร้อน
  2.3 ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ำาผึ้ง
อุปกรณ์และวิธีดำาเนินการวิจัย
 อุปกรณ์	เครื่องมือ	และสารเคมี
 - เคร่ืองโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง จากบริษัท Hewlett-Packard รุ่น HP 1100 
โดยใช้คอลัมน์ C18 (Bondclone 10 µm ขนาด 
300 x 3.90 mm) และใช้ตัวตรวจวัดแบบไดโอดอะเรย์ 
(diode array)
 - เคร่ืองผลิตน้ำาปราศจากไอออน จากบริษัท 
Millipore รุ่น Milli-Q
 - เครื่องชั่งอย่างละเอียด จากบริษัท 
PRECISA รุ่น 220A
 - อ่างน้ำาร้อน
 - เยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตและเยื่อกรอง
ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน
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 - สารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิว 
ราลดีไฮด์ (จากบริษัท Fuka เกรดโครมาโทกราฟี)
 - K
4
Fe(CN)
6 
. 3H
2
O
 - Zn(OAc)
2
 . 2H
2
O
 - อะซิโตไนทริล (Acetonitrile for HPLC 
grade)
 - ตัวอย่างน้ำาผึ้ง
	 วิธีดำาเนินการวิจัย
	 การเตรียมสารละลาย
 1. สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ ชั่งสารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิล
เฟอรฟ์วิราลดไีฮด ์0.5 กรมั นำามาเตมิน้ำากลัน่จนครบ
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เขย่าจนได้สารละลายที่เป็น
เนื้อเดียวกัน จะได้สารละลายมาตรฐานท่ีมีความ 
เข้มข้น 1,000 ppm เกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็เพือ่ใชเ้ปน็ Stock 
Solution
 2. สารละลาย Carrez I ช่ังสาร K
4
Fe(CN)
6
 . 
3H
2
O 15 กรัม ละลายในน้ำากลั่นและปรับปริมาตร 
ให้ครบ 100 มิลลิลิตร
 3. สารละลาย Carrez II ช่ังสาร Zn(OAc)
2
 . 
2H
2
O 15 กรัม ละลายในน้ำากลั่นและปรับปริมาตร 
ให้ครบ 100 มิลลิลิตร
	 1.	การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
วิเคราะห์ (ดัดแปลงจาก [8-10])
 เตรียมสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์เข้มข้น 100 ppm จากสารละลาย
มาตรฐานตัง้ตน้ นำาสารละลายไปกรองผา่นเยือ่กรอง
เซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมครอน ก่อนที่จะฉีด
เข้าคอลัมน์ โดยทำาการปรับปริมาตรการฉีดเป็น 
ครั้งละ 20 ไมโครลิตร แล้วทำาการชะสารด้วยระบบ
วัฏภาคเคลื่อนที่ 3 สภาวะ ดังนี้
 สภาวะท่ี 1 ใช้ น้ำา : อะซีโตไนทริล ในอัตราส่วน
ร้อยละ 95:5 โดยปริมาตร
 สภาวะท่ี 2 ใช้ น้ำา : อะซิโตไนทริล ในอัตราส่วน
ร้อยละ 97:3 โดยปริมาตร
 สภาวะที่ 3 ใช้ น้ำา : เมทานอล ในอัตราส่วน
ร้อยละ 90:10 โดยปริมาตร
   ทำาการชะสารที่อัตราการไหลของวัฏภาค
เคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตร/นาที โดยติดตามการ
เปล่ียนแปลงสัญญาณด้วยตัวตรวจวัดชนิดไดโอด
อะเรย์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร บันทึก 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและทำาการสร้าง
กราฟมาตรฐาน
	 การเตรียมกราฟมาตรฐาน	
 เตรียมสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ เข้มข้น 1000 ppm เก็บไว้เป็น 
สารตั้งต้นเพ่ือเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวราล ให้มีความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 
0.8,1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, 80 ppm นำาสารละลาย
มาตรฐานนี้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
แบบของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งทำาการกรองผ่าน
กระดาษกรองขนาด 0.45 µ ก่อนที่จะฉีดเข้าคอลัมน์ 
C 18 ครั้งละ 100 ไมโครลิตร แล้วทำาการชะสารด้วย
ตัวทำาละลายอะซิโตไนทริล : น้ำา ในอัตราส่วนร้อยละ 
5:95 โดยปริมาตร ทำาการชะสารด้วยระบบไอโซ 
เครติก ที่ควบคุมอัตราการไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่ 
1 มิลลิลิตร/นาที ติดตามการเปลี่ยนแปลงสัญญาณ
ด้วยหัววัดสาร ชนิดไดโอดอะเรย์ที่ความยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร บันทึกโครมาโทแกรมของสาร
มาตรฐานทุกความเข้มข้น และนำาค่าพื้นที่พีคที่ได้ 
ไปสร้างกราฟมาตรฐาน
	 2.	การศึกษาปัจจัยแปรผันที่มีผลต่อ
ปริมาณสารประกอบ	HMF	ในน้ำาผึ้ง
	 	 2.1	ผลของอุณหภูมิในการให้ความ
ร้อนน้ำาผึ้งต่อปริมาณ	 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-
เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์	
	 	 วิธีการทดลอง
  ชั่งน้ำาผึ้ง 5 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง 
แต่ละหลอด จำานวน 5 หลอด โดยหลอดที่ 1 เก็บไว้
ที่อุณหภูมิห้องส่วนหลอดที่ 2-5 นำาไปผ่านการให้
ความร้อนที่อุณหภูมิ 40, 60, 80 และ 100 องศา
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เซลเซียส ตามลำาดับเป็นเวลานาน 30 นาที นำาไป
ทำาให้เย็นทันทีด้วยการแช่ในอ่างน้ำาแข็ง นำาน้ำาผ้ึงที่
ผ่านการให้ความร้อนมาเติมน้ำากลั่น 25 มิลลิลิตร 
เติมสารละลาย Carrez I 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
เติมสารละลาย Carrez II 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้ 
เข้ากัน ปรับปริมาตรสารละลายให้ครบ 50 มิลลิลิตร 
นำาสารละลายทีไ่ดไ้ปกรองดว้ยกระดาษกรอง และนำา
ไปกรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 
ไมครอน จากนั้นนำาสารละลายที่ได้ไปฉีดเข้าระบบ
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์
ปริมาณ HMF ทำาการบันทึกโครมาโทแกรม และ 
นำาค่าพื้นที่ใต้พีคที่ได้ไปคำานวณความเข้มข้นของ 
สาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน
หมายเหตุ:	ทำาการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้ำาอีก 
2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ
	 	 2.2	ผลของเวลาในการให้ความร้อน
น้ำาผึง้ตอ่ปริมาณ	5-ไฮดรอกซีเมทลิ-2-เฟอรฟ์วิ
ราลดีไฮด์
	 	 วิธีการทดลอง
  ชั่งน้ำาผึ้ง 5 กรัม ใส่ในหลอดทดลองแต่ละ
หลอด จำานวน 7 หลอด โดยหลอดที่ 1 เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง ส่วนหลอดที่ 2-7 นำาไปผ่านการให้
ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
นาน 20 40, 60, 80, 100, และ 120 นาที ตามลำาดับ 
นำาไปทำาให้เย็นทันทีด้วยการแช่ในอ่างน้ำาแข็ง จากน้ัน
นำาน้ำาผึ้งที่ผ่านการให้ความร้อนมาเติมน้ำากล่ัน 25 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย Carrez I จำานวน 0.5 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติมสารละลาย Carrez II 
จำานวน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ปรับปริมาตร
สารละลายใหค้รบปรมิาตร 50 มลิลลิติร นำาสารละลาย
ที่ได้ไปกรองด้วยกระดาษกรอง และนำาไปกรองผ่าน
เยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมครอน 
จากนั้นนำาสารละลายที่ได้ไปฉีดเข้าระบบโครมาโท
กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ 
HMF ทำาการบันทึกโครมาโทแกรม และนำาค่าพื้นที่
ใต้พีคท่ีได้ไปคำานวณความเข้มข้นของสาร HMF 
โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน
หมายเหตุ:	ทำาการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้ำาอีก 
2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ
	 	 2.3	ผลของเวลาเก็บรักษาน้ำาผึ้งต่อ
ปริมาณ	5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์
	 	 วิธีการทดลอง
  ชั่งน้ำาผึ้ง 5 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง โดย
น้ำาผึ้งที่นำามาใช้เป็นน้ำาผึ้งที่ผ่านการเก็บรักษาเป็น
เวลา 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 และ 24 เดือน ตามลำาดับ 
นำาน้ำาผึ้งมาเติมน้ำากลั่น 25 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
Carrez I จำานวน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
เติมสารละลาย Carrez II จำานวน 0.5 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน ปรับปริมาตรสารละลายให้ครบ 50 
มิลลิลิตร นำาสารละลายที่ได้ไปกรองด้วยกระดาษ
กรอง และนำาไปกรองผา่นเยือ่กรองเซลลโูลสอะซเิตต
ขนาด 0.45 ไมครอน จากนั้นนำาสารละลายที่ได้ไป
ฉีดเข้าระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ HMF ทำาการบันทึกโครมา 
โทแกรม และนำาค่าพื้นที่ใต้พีคที่ได้ไปคำานวณความ
เข้มข้นของสาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน
หมายเหตุ:	ทำาการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้ำาอีก 
2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ
ผลการวิจัย
	 1.	การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
วิเคราะห์
 ผลการทดลองเกี่ยวกับเวลาในการคงอยู่บน
คอลัมน ์(Retention Time) ของสารละลายมาตรฐาน 
HMF ดังแสดงในตารางที่ 1
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 แต่เม่ือทำาการทดลองด้วยสภาวะท่ี 2 จะได้ผล
ดงัแสดงในตวัอยา่งโครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน 
HMF ในภาพที่ 2 
ตารางที่	1	ค่าระยะเวลารีเทนชันของ HMF ณ สภาวะต่างๆ ของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใช้ในการศึกษา 
สภาวะที่ทดสอบ เวลาในการคงอยู่บนคอลัมน์	(นาที)
1
2
3
5.16 ± 0.01
8.53 ± 0.07
7.21 ± 0.01
 จากผลการทดลองในตารางที่ 1 พบว่าระยะ
เวลาในการคงอยูบ่นคอลมัน ์ทีเ่กดิพคีของสาร HMF 
แตกต่างกัน โดยในสภาวะที่ 1 จะเกิดพีคของสาร 
HMF เร็วที่สุด แต่เมื่อนำาไปประยุกต์ใช้กับตัวอย่าง
น้ำาผึง้พบวา่ การใชส้ภาวะที ่1 โครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ะ
มีการซ้อนทับระหว่างพีคของสาร HMF กับพีคอื่นๆ 
ที่อยู่ในตัวอย่าง ดังภาพที่ 1 แสดงว่าไม่ใช่สภาวะที่
เหมาะสมในการทดลอง 
ภาพที่	1	โครมาโทแกรมการวิเคราะห์สาร HMF ในน้ำาผึ้งโดยทดลองด้วยสภาวะที่ 1
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ภาพที่	2	โครมาโทแกรมแสดงผลการวิเคราะห์สารมาตรฐาน HMF โดยใช้สภาวะที่ 2
 แมจ้ะใช้เวลาในการวิเคราะหน์านกวา่ แตเ่กดิ
การแยกได้อย่างสมบูรณ์จากพีคอื่น เมื่อทดลองกับ
การวิเคราะห์ในน้ำาผึ้งจริง ดังแสดงในภาพที่ 3 จึง
เลือกใช้สภาวะนี้ในการวิเคราะห์ต่อไป 
ภาพที่	3	โครมาโทแกรมแสดงผลการวิเคราะห์ตัวอย่างน้ำาผึ้งโดยใช้สภาวะที่ 2
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 สำาหรับผลการทดลองด้วยสภาวะที่ 3 คือ 
ใช้น้ำาและเมทานอล ในอัตราส่วนร้อยละ 90:10 โดย
ปริมาตร เป็นวัฏภาคเคล่ือนท่ี พบว่าได้พีคท่ีมีฐานพีค
กวา้งมาก เนือ่งจากอาจเกดิจากการแยกทีไ่มส่มบรูณ ์
ดังแสดงในภาพที่ 4
ภาพที่	4	โครมาโทแกรมการวิเคราะห์สาร HMF ในน้ำาผึ้งโดยทดลองด้วยสภาวะที่ 3
 2.	การศกึษาปจัจยัแปรผนัทีม่ผีลตอ่การ
เกิดสาร	HMF	ในน้ำาผึ้ง	
	 	 2.1	ผลของอุณหภูมิในการให้ความ
ร้อนที่มีต่อปริมาณ	HMF	ในน้ำาผึ้ง
  เมื่อทำาการศึกษาในระบบของตัวอย่าง 
น้ำาผึง้ โดยศกึษาผลของอณุหภมูใินการใหค้วามร้อน
แก่น้ำาผ้ึง ท่ีอุณหภูมิต่างๆ ต้ังแต่ 40-00 องศาเซลเซียส 
แล้วนำาไปวิเคราะห์หาปริมาณสาร HMF ผลการ
ทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 2
ตารางที่	2 ปริมาณสารประกอบ HMF ในน้ำาผึ้งที่ได้รับความร้อนที่อุณหภูมิต่างๆ 
อุณหภูมิ
(องศาเซลเซียส)
ปริมาณสารประกอบ	HMF
(ppm)
อุณหภูมิห้อง
40
60
80
100
0.45
0.47
0.48
0.49
0.84
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  จากการให้ความร้อนแก่น้ำาผึ้งที่อุณหภูมิ
ต่างๆ พบว่า ในขณะเริ่มต้นที่ยังไม่ให้ความร้อน 
ก็สามารถตรวจพบสาร HMF แตเ่มือ่ใหค้วามร้อนสงู
ขึ้น สาร HMF ก็เกิดมากขึ้น โดยจะเกิดในปริมาณ
มากกว่าเดิมเป็นสองเท่าเมื่อให้ความร้อนสูงถึง 100 
องศาเซลเซียส แสดงว่าเมื่อนำาน้ำาผึ้งมาเคี่ยวให้ 
ความร้อนจะมีโอกาสตรวจพบสาร HMF มากขึ้น
  2.2	การศึกษาผลของเวลาในการให้
ความร้อนที่มีต่อปริมาณ	HMF	ในน้ำาผึ้ง
  ผลของเวลาในการให้ความร้อนแก่น้ำาผึ้ง
ต่อปริมาณสารประกอบ HMF ให้ผลดังแสดงใน
ตารางที่ 3
ตารางที	่3 ปรมิาณสารประกอบ HMF ในน้ำาผึง้ทีไ่ดร้บัความรอ้นทีอ่ณุหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส ณ เวลาตา่งๆ 
เวลา
(นาที)
ปริมาณสารประกอบ	HMF
(ppm)
20
40
60
80
100
120
0.59
1.60
1.49
2.16
2.97
4.20
  จากการใหค้วามรอ้นแกน่้ำาผึง้ทีเ่วลาตา่งๆ 
พบว่า มีการเปล่ียนแปลงกับน้ำาผ้ึงคล้ายกับการทดลอง
ในข้อ 2.1 โดยสามารถตรวจพบสาร HMF แต่เมื่อ 
ให้ความร้อนเป็นเวลานานมากขึ้น โดยจะเกิดใน
ปริมาณมากกว่าเดิมเป็นสองเท่าเมื่อให้ความร้อน
นาน 120 นาที แสดงว่าเมื่อนำาน้ำาผึ้งมาเคี่ยวให้ 
ความร้อนเป็นเวลานานๆ จะมีโอกาสตรวจพบสาร 
HMF มากขึ้น
	 	 2.3	ผลของเวลาเก็บรักษาน้ำาผึ้งต่อ
ปริมาณสารประกอบ	HMF
  ในการศกึษาผลของเวลาในการเกบ็รกัษา
น้ำาผึ้งนั้น จากการนำาน้ำาผึ้งตัวอย่างมาจัดเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง และสุ่มตัวอย่างวิเคราะห์หาปริมาณ 
สาร HMF ตามระยะเวลาต่างๆ พบว่าได้ผลตาม
ตารางที่ 4
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  จากการเก็บรักษาน้ำาผึ้งนาน 24 เดือน โดย
ทำาการตรวจวเิคราะหห์าปรมิาณสาร HMF เปน็ระยะ 
พบวา่มกีารเกดิปฏกิิรยิาเมลลารด์มากขึน้ จึงสามารถ
ตรวจหาสาร HMF ในปริมาณที่มากขึ้นซึ่งการเก็บ
นานเป็นปียิ่งมีสาร HMF มาก โดยสอดคล้องกับ
ลกัษณะทางกายภาพของน้ำาผึง้ทีเ่ก็บไว้เปน็เวลานาน
จะมีสีดำาคล้ำามากๆ จนไม่น่าบริโภค
สรุปและอภิปรายผล
 จากผลการทดลองหาวิธีการที่เหมาะสมใน
การวเิคราะห์ปริมาณ HMF ในน้ำาผึง้และยาลกูกลอน
พบวา่ควรใชส้ภาวะดงันี ้Column C 18 (Bondclone 
10 µ ขนาด 300x3.90 mm), mobile phase: water: 
acetronitrile = 97:3, flow rate: 1.00 ml/min, 
Detector: DAD 280 nm และจากการศึกษาปัจจัย
ด้านอุณหภูมิและเวลา สามารถสรุปได้ว่าอุณหภูมิ
และเวลาในการใหค้วามรอ้นแกน่้ำาผึง้แปรผนัตรงกบั
ปริมาณ HMF โดยมีแนวโน้มว่าปริมาณ HMF 
จะเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้นและ/หรือเวลาใน
การให้ความร้อนมากขึ้นดังแสดงในภาพที่ 5 และ 6 
ส่วนระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ำาผึ้งจะมีผลต่อ
ปริมาณสารประกอบ HMF คือเมื่อระยะเวลาในการ
เก็บรักษาน้ำาผึ้งมากขึ้น ปริมาณสารประกอบ HMF 
ก็มากขึ้นด้วยดังแสดงในภาพที่ 7 
ตารางที่	4 ปริมาณของสารประกอบ HMF ในน้ำาผึ้งที่การเก็บรักษาที่ระยะเวลาต่างๆ
ระยะเวลาในการเก็บรักษา
(เดือน)
ปริมาณสารประกอบ	HMF
(ppm)
1
2
3
4
5
6
12
24
 1.30
 1.91
 2.77
 3.29
 4.70
 5.52
18.30
50.73
ภาพที่	5	กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสาร HMF กับอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่น้ำาผึ้ง
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 ข้อเสนอแนะ
 1. ควรมีการศึกษาปริมาณและอัตราส่วน 
ของกรดอะมิโนและน้ำาตาล ในน้ำาผึ้งเพื่อศึกษา
ตัวแปรอื่น ๆ  ที่เป็นปัจจัยในการแปรผันของปริมาณ
สารประกอบ HMF
 2. ควรมีการทดสอบสภาวะการเก็บรักษา
ตัวอย่างน้ำาผึ้ง เช่น เก็บในที่มืด ในที่โดนแสงแดด 
และ/หรือ อุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษา เพื่อสังเกต
ตัวแปรอื่นๆ ที่เป็นปัจจัยในการแปรผันของปริมาณ
สารประกอบ HMF
 3. ควรมีการแยกลักษณะบรรจุภัณฑ์ของ 
น้ำาผ้ึง เช่น ขวดทึบ-ใส หรือวัสดุที่เป็นบรรจุภัณฑ์ 
ในการวเิคราะหเ์พือ่ดผูลของปจัจยัจากบรรจภุณัฑท์ี่
ภาพที่	6	กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ HMF กับระยะเวลาในการให้ความร้อนแก่น้ำาผึ้ง
ภาพที่	7	กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ HMF กับระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ำาผึ้ง
ใช้เก็บรักษาน้ำาผึ้ง
 4. ควรมีการศึกษาตัวอย่างในวงกว้างมากข้ึน 
เพื่อประโยชน์ทางด้านสุขภาพของผู้บริโภค โดย
ศึกษาจากตัวอย่างน้ำาผึ้งจากหลายๆ แหล่งผลิต
กิตติกรรมประกาศ
 งานวิจัยนี้ ได้ รับทุนสนับสนุนจาก 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
งบประมาณเงินรายได้ประจำาปี 2553
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